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NOVELTY - A nucleic acid (I), especially isolated, that binds to a guanine 
nucleotide exchange factor (GNEF) for ADP (adenosine diphosphate) - ribosylation 
factors (ARF) , or their derivatives, is new. 

DETAILED DESCRIPTION - INDEPENDENT CLAIMS are also included for the following: 
(1) vectors, especially expression vectors, that contain (I); (2) cells 
containing (I) and/or the vector of (1); (3) animals, preferably transgenic, 
containing a cell of (2); (4) inhibitors (II) of small (especially not over 5.0"" 
kD) GNEF for ARF; 

(5) screening for compounds (III) that inhibit interaction between GNEF and (I) ; 
and 

(6) identifying an isolated nucleic acid that binds to GNEF, especially one for 
ARF. - 
ACTIVITY - Cytostatic; Immunosuppressive; Antiinflammatory; Vasotropic. No 
biological data is given. ii:^ 
MECHANISM OF ACTION - Exchange of GDP for GTP ( guanos ine di- or tri-phosphat*^- 
inhibitor; ARFs activation inhibitor. Adhesion of immune cells mediated by beta 
2-integrin reducer. About 50 % of Jurkat E6 cells transformed with a vector 
expressing a 94 base pair aptamer (sequence given in the specification) that -had 
been selected for binding to cytohesin-1, were able to bind to intracellular 
adhesion molecule-1. When the cells were activated with phorbol myri state- acetate 

(PMA) , the proportion of adherent cells increased only slightly (to about 55-%), 
compared to cells transfected with an empty virus, where adhesion increased rfirom 
about 55 % to 100 % in the presence of PMA. 

USE - (I), also vectors and cells containing it, are used: (i) for treatment xif 
metastatic lymphoma and melanoma, autoimmune diseases, acute and chronic 
inflammation, reperfusion injury and transplantation-related diseases (e.g.tgraft 
rejection and graft versus host disease), particularly in gene therapy; and (-ii) 
for detecting and complexing GNEF. (I) can also be used to: 

(i) screen for compovmds (III) that inhibit interaction of (I) with GNEF, wtene 
(III) are potential therapeutic agents; and (ii) particularly when complexed with 
GNEF, for rational design of low molecular weight inhibitors. 
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[57] ABSTRACT 

The invention relates to a nucleic acid, especially an isolated nucleic acid, that is capable of 
binding to a guanine nucleotide exchange factor for ADP ribosylation factors, and to the 
derivatives thereof. 
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^ (54) Title: INTRACELLULAR NUCLEIC ACID INHTOITORS OF SMAIL GUANINE NUCLEOTIDE EXCHANGE FACTORS 

(54) Bezelchnung: INTRAZELLULARE NUKLEINSAUREINHIBrrOREN KLEINER GUANINNUKLEOTID-AUSTAUSCH- 
11^ FAKTOREN 

fS (57) Abstract: The invention relates to a nucleic acid, especially an isolated nucleic acid, that is capable of binding to a guanine 
O nucleotide exchange factor for ADP ribosylation factors, and to die derivatives thereof. 

O 

^ (57) Zasammeafassnng: Die vorliegend firfindung betrifit eine NnkleinsSnie, insbesondere eine isolieite Nnldeinsaure, die ui der 
^ Lage ist, an einen Goaninnukleotid-Austausdifaktor fUr ADP-Ribosylieningsfiaktoren zo binden, nnd doen Derivate. 
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Intrazellulire Nuklelnsaureinhibitoren kleiner Guaninnukleotid-Austauschfaktoren 



Die vorliegende Erfindung betriffl NukleinsSuren. die in der Lege sind, an einen Guanlnaustauschfaktor 
zu binden. diese enthaltende Vektoren, diese enthaltende Zellen, Verwendungen derselben, diese 
enthaltende Zusammensetzungen. Inhibitoren fOr einen Guaninaustauschfaktor und Verfaliren zum 
^Screenen von Verbindungen, die die Wechselwirkung zwischen elnem Guaninnukleotidaustauschfektor 
und einer Nukleinsdure inhibieren. 

Protelne der Familie der Guaninnukleotid-Austauschfaktoren (ARF-GEF's) fQr humane ADP- 
Ribosyllemngsfaktoren (ARF's), die hierin auch als ARF-GEF's bezeichnet werden. wobei die ARF's 
wiederum kleine ras-Shnliche GTPasen sind, splelen eine kritisclie Rolle beim Transport intrazellularer 
Vesikel und der Organisation des Aktinzytoskeletts. ARF's gehGren zu einer groBen Familie von 
monomeren G-Proteinen, die an einer Vielzahl von Signaltransduktlonskaskaden und regulatorischen 
Prozessen beteiligt sind. Die ARF-Proteine von SSugem kfinnen in drel Klassen unterteilt warden: Klasse 
I (ARF 1, 2, 3). Klasse II (ARF 4 und 5) und Klasse III CARF 6). ARF's Interagieren mit einer Reihe 
regulatorischer Proteine (ARF-GEF's, GTPase aktivierende Proteine (GAPs). Arfaptlne), 
Effektorprotelnen (Coatomer, Phospholipase D, Py-Untereinheiten von G-Proteinen). Chioieratoxin, und 
Phospholipiden. Die Aktivitat der ARF-Proteine wird durch die Art des gebundenen Nukleotidkofaktors 
bestlmmt. GEF's. die die Freisetzung von gebundenen GDP und damit die Bindung von GTP fordem, 
aktivleren die ARF-Proteine. So wird der Austausch von hoch affin gebundenem GDP gegen GTP zur 
Aktivierung der ADP-Ribosylierungsfaktoren (ARF's) benQtigt (Bourne et al., Nature MS (1991). 117- 
127). Die Interaktion von Guaninnukleotidaustauschfaktoren (GEFs) mit dem ARF/GDP-Komplex 
emiedrlgt die Affinltat fQr GDP und erleichtert so dessen DIssozlation (Jackson, und Casanova, Trends 
Cell. Biol. 10 (2000). 60-67). Danach bindet GTP an die freie Nukleotidbindungsstelle des ARF/GEF- 
Komplexes, wodurch eIne Konfomiationsandemng induziert wird. die zur Dissoziatlon des GEF's fQhrt 
und den ARF/GTP-Komplex aktiviert (Peyroche et al., Mol. Cell 3 (1 999), 275-285). 

Die Inaktivierung der ARF-Proteine erfolgt durch die Hydrolyse des gebundenem GTP zu GDP, die von 
GTPase-aktivierenden Proteinen (GAPs) beschleunlgt wird. EIne schematlsche Darstellung dieses 
AktivlerungsVDeaktivierungszyklus 1st In Fig. 1 dargestellt. ARF-GEF's kOnnen In zwel Familien unterteilt 
werden. Die groBen oder hochmolekularen Guanlnnukleotid-Austauschfaktoren (ARF-GEF's) mit einem 
Molekulargewlcht Qber 100 kDa, unter anderem das Sec7 Protein aus der Hefe, Gea1, Gea2. BIG1 oder 
BIG2 zelchnen sich durch ihre charakteristische Sensitivltat gegenOber dem niedemiolekularen, 
organischen Inhibrtor Brefeldin A aus. Brefeldin A bindet an den trimeren Intemiediatkomplex von ARF. 
GDP und den groRen ARF-GEF's. wodurch dieser stabiiisiert wird. Dadurch wird der Austausch von GDP 
gegen GTP inhibiert und die Aktiviemng der ARF-Proteine verhindert. Die groBen ARF-GEF's splelen 
eine Rolle bei der Regulierung des endoplasmaUschen Reticulums und des Golgiapparats. Die Zugabe 
von Brefeldin A fOhrt zur Auf!6sung des Golgi und der Inhibition der Sekretion durch die Zellen. 
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Demzufolge hat sich Brefeldin A als nOtzllche Substanz zur Untersuchung der Funktton der groRen GEF's 
in vitro und In vivo erwiesen 

Die zweite Gruppe. zu der Cytohesln-1. Cytohesin-2 (ARNO). Cytohesin-3 (GRP-1/ARN03) und 
Cytohesin-4 geharen, besltzt ein Moiekulargewlcht von ca. 50 kDa und wird nicht durch Brefeldin A 
inhlblert. Die Icleinen ARF-GEF's sind hauptsachlich be! regulativen VorgSngen an dem endosomalen 
Kompertiment und an der Zytoplasmamembran beteillgt. Die ARF-GEF-Familie wurte unter anderem von 
Jackson und Casanova (Trends Cell. Biol. 10 (2000), 60-67) besfchrl^ben und In Fig. 2 In einer Obefsicht 
dargestellt (nach Donaldson und Jackson, Cun*. Opin. Struct. Blok 12 (2000). 475-482).. Ein 
gemeinsames Merkmal der ARF-GEF's 1st Ihre zentrale Sec7-Domane; die weitgehend verantwortlich filr 
die Katalyse des Guaninnukleotidaustauschs und die Sensitivitdt der groQen GEF's gegenOber Brefeldin 
A 1st. 

Die kleinen ARF-GEF's sind Impliziert in Signaltransduktionsprozessen, die Qber PI 3-Kinasen vemiitteit 
werden (Klartund at al., Science 275 (1997), 1927-1930). Femer sind sie beteillgt an der Reorganisation 
des Aktinzytoskeletts (Frank et al., Mol. Biol. Cell. 9 (1998), 3133-3146) und der Aktivierung von 
Integrinen (Gelger et al., EMBO J. 16 (2000). 3525-2536). FQr die kleinen ARF-GEFs wurtien bislarig 
kelne ftinktlonellen Modulatoren oder Inhibltoren beschrieben, welche die direkte Untersuchung der 
Proteine In vitro und in Zellen ermOglichen. Daher wurden bislang die melsten Ergebnisse Qber ihre 
biologlsche Funktiori durch Mutationsanalyse und die Expression/Oberxpression der Proteine oder 
einzelner ihrer DomSnen in Zellkultur gewonnen. Alle bislang identlfizierten kleinen ARF-GEF's enthalten 
neben der SEC7-Domane eine PH-(„plecstrln homoIogy")-Domane, die die Lokalisation an Membranen 
durch Interaktion mit Pblyphosphoinsitlden steuem kann. Daneben wird auch eIne CC-(„colled coir)- 
Domfine gefunden, die vermutlich die Interaktion mit andere Proteinen vennlttelt (vgL Fig. 2 nach 
Donaldson und Jackson, Curr. Opin. Struct. Biol. 12 (2000). 475-482) 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, einen Modulator fQr die Aktivitat eines 
Guaninnukleotid-Austauschfektors (ARF-GEF) fQr ARF-Proteine. insbesondere eines kleinen 
Guaninnukleotid-Austauschfektors fQr ARF-Proteine bereitzustelien. Des wejteren liegt der Erfindung die 
Aufgabe zugrunde, einen Modulator fQr die GDP/GTP- Austauschfiinktion eines GuaninnukleotW- 
Austauschfektors, insbesondere eines kleinen Guanlnnukleotid-Austauschfaktors bisreitzustellen. 
Schliel^ich 1st es eine weitere Aufgabe der vorliegenden Erfindung. ein Mittel bereitzustelien und 
Verfahren zur Herstellung derartlger Mittel, welches in den Prozess der durch Integrine vom Typ li-2 
vermittelten AdhSsion von Immunzellen. insbesondere Leukozyten eingreift und somit ein Mittel darstellt, 
das bei der Therapie und Diagnose von Krankheiten, bei denen dieser Prozess beteillgt ist, eingrelfen 
kann. 

Erfindungsgemaa wird die Aufgabe gel6st durch eine Nukleinsdure. insbesondere eine isolierte 
Nukleinsaure, die in der Lage ist an einen GuaninnuWeotid-Austauschfaktor fQr ADP- 
Ribosylierungsfektoren zu binden und deren Derivate. 
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In einem zweiten Aspekt wird die Aufgabe gelOst durch eine NukleinsSure. die in der Lage ist an einen 
Guaninnulileotld-AustauschfaktorfQr ADP-Ribosylierungsfaktoren zu binden. wobel die Nukleinsdure eine 
Sequenz umfaBt, die ausgewShIt ist aus der Gmppe, die SEQ ID No. 1, SEQ ID No. 2, SEQ ID No. 3, 
SEQ ID ISIo. 4, SEQ ID No. 5, SEQ ID No. 6. SEQ ID No. 7. SEQ ID No. 8, SEQ ID No. 9. SEQ ID No. 10, 
SEQ ID No. 18. SEQ ID No. 19. SEQ ID No. 20. SEQ ID No. 21. SEQ ID No. 22, SEQ ID No. 23, SEQ ID 
No. 24. SEQ ID No. 25. SEQ ID No. 26. SEQ ID No. 27. SEQ ID No. 28. SEQ ID No. 29. SEQ ID No. 30. 
SEQ ID No. 31. SEQ ID No. 32. SEQ ID No. 33. SEQ ID No. 34, SEQ ID No. 35. SEQ ID No. 36, SEQ ID 
No. .37, SEQ ID No. 38 und SEQ ID No. 39 sowie deren jeweilige Derivate umfalit. 

In einer AusfOhrungsfonn der erfindungsgemSBen NukleinsSuren 1st vorgesehen. dass die Derivate der 
NukleinsSure wenigstens eine modifizierte Vesrbindungsgruppe, bevorzugterweise wenigstens eine 
modifizierte Verbindungsgruppe im ZuckerphosphatrQckgrat und/oder wenigstens einen modlflzierten 
ZuckenBst und/oder wenigstens eine modifizierte Base Oder eine Oder mehrere Kombinationen davon 
umfaBt. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsfomn der erfindungsgem§Ben Nuklelnsauren ist vorgesehen, dass die 
modifizierte Base ausgewahit ist aus der Gruppe . die 5- Fluoruracil. 5-Bromuracil, 5-Cli!oruraciI. 5- 
loduracil, Hypoxanthin, Xanthin. Ethenoadenosin, 4-Acetylcytdsln, 5-(CarboxyhydroxyImethyl)uracil, 5- 
CarboxymethylaminomehtyI-2-tliio-urldin, 5- Carboxymethylaminomethyluracil, DIhydrouracll. B-D- 
Galactosylqueosin, Inosin, N6-lsopentenyladenin, l-l^/lethyladenin, 1- IVIethylpseudouracil, 1- 
Methylguanin, 1-MetIiylinosin, 2,2-Dimethylguanin, 2-Metliyladenin, 2-Ethylguanln, 3-Methyicytosin. 5- 
Methylcytosin, N6-l\/lethyladenin, 7-Methylguanin, 5-l\4ethylaminomethyluracil, 5-Methoxyaminomethyl-2- 
thiouracil. B-D-IVIannosylqueosin, S'-Metiioxycarbonylmethyluracil. 6-Methoxyuracil, 2-Methylthio-N6- 
Isopentenyladenin. Uracil-5-oxyesseigsauremethylester. Uracil-S-oxyessigsSure. Pseudouracil. Queosin. 
3-Thiocytosin, 5-Methyt-2-thiouracii, 2-Thiouracil, 4-Thiouracil, 5-Methyiuracil. Uracii-5- 
oxyessigsSuremethylester, Uracil-5-oxyessigs^ure. 3(3-Amino-3-N-2-carboxypropyl)Uracil und 2,6- 
Diaminopurin. 

In einer weiteren.AusfQhrungsfomi der erfindungsgemSBen NukleinsSuren Ist vorgesehen , dass dfese 
mindestens eine Modifikatlon oder Marklerung am 5'- und/oder 3'-Ende, wobei bevorzugtenveise die 
Modifikation und/oder die Marklerung ausgewdhit ist aus der Gruppe, die die Biotingruppe; die 
Digoxygenlngnjppe; Fluoreszenzfarbstoffe, insbesondere Fluorescein und Rhodamin; Psoralen; 
Thiolgruppe(n). Amlnogruppe(n), Ethylenglykolgruppe(n)- Oder Cholestery)gruppe(n) enthait. 

In einer noch weiteren AusfQhrungsfomi der erfindungsgemSBen Nukleins§uren ist vorgesehen, dass die 
modifizierte Verbindungsgruppe ausgewahit ist aus der Gruppe, die Phosphomono- oder 
Phosphodithioate, Aikylphosphonate, Arylphosphonate, Phosphoroamidate, Phosphattriester, 
bevorzugtenA^eise P(0)-Alkylderivate; Vertindungsgruppen, In denen Sauerstoffetome in der durch die 



wo 02/053731 



4 



PCT/EPOl/15377 



Phosphatgmppe gebildetet BrOcke zwischen den Zuckem durch andere Bindungen ersetrt werden, 
bevorzugterwelse NH-, CHr Oder S-P-Verbindungen. bevorzugtererweise .S'-NHPCOHOIO- 
5'phosphoramldate; Dephosphointernukleotidverbindungen, bevorzugterwelse Acetamidat-, 
Carbamatverblndungen oder PeptidnukleinsSiuren (PNA) umfaBt. 

In einer AusfOhmngsform der erfindungsgemaflen NukleinsSuren 1st vorgesehen, dass der modiflzlerte 
Zucken-est ausgewShlt ist aus der Gruppe, die 2*-Azldo-2-Deoxy-. 2-Annino-2'-Deoxy-. 2*-Fluoro-2r 
Deoxy-, 2'-Chloro-2'-Deoxy, 2^-0-Methyl. 2*-0-Allyl-. 2'-C.FIuoromethyl-Gruppen und/pder Modlfikationen 
umfaUt. 

In einer Ausfuhrungsform der erfindungsgemafSen Nukleinsduren Ist vorgesehen, dass der 
Guaninnukleotidaustauschfaktor zur Gruppe der kleinen Guaninnukleotldaustauschfiaktoren fOr ARF- 
Proterne gehdrt. Insbesondere zur Gruppe der Guaninnukleotidauslauschfaktoren, deren 
Molekuiargewicht etwa 50 kDa oder weniger betrdgt. 

In einer noch weiteren AusfQhrungsfomn der erfindungsgemafien Nukleins^uren ist vorgesehen, der 
Guaninnukleotidaustauschfaktor nicht durch Brefeldin A inhibiert wird. 

In einer bevorzugten AusfOhrungsform der erflndungsgemdten NukleinsSuren ist vorgesehen, dass der 
Guaninnukleotidaustauschfoktor Cytohesln-1 oder Cytohesin-2 und insbesondere die SecZ-Domdne von 
Cytohesin-1 oder Cytohesin>2 ist. 

In einer weiteren bevorzugten AusfQhrungsfomn der erfindungsgemSBen NukleinsSuren Ist vorgesehen, 
dass der Guaninnukleotidaustauschfaktor die Sec7-Domane Ist. 

In einer noch weiteren AusfOhrungsfonn der erfindungsgemSlien NukleinsSuren ist vorgesehen, dass die 
Nukleinsdure eine solche ist, die ausgewdhit ist aus der Gmppe, die DNA, RNA, Polynukieotide, 
Oiigonukieotide, Aptamer, Aptazyme und Intramere umfal^t 

In einem dritten Aspekt wird die Aufgabe geldst durch einen Vektor umfassend eine erfindungsgemdBe 
Nukleinsdure. 

In einer AusfOhrungsform ist vorgesehen, dass der Vektor ein Expressionsvektor ist. 

In elnem vierten Aspekt betriffl die Erfindung eine Zelle umfassend eine erfindungsgemSBe Nukleinsdure 
und/oder eInen erfindungsgemSBen Vektor. 

In einer Ausfuhrungsform ist vorgesehen, dass die Zelle eine eukaryontische Zelle, bevorzugterwelse 
eine tierische Zelle und ganz bevorzugt eine Zelle eines SSugetiers ist. 
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In einer WeKeren Ausfahrungsfonm ist vorgesehen. dass die Zelle ausgewdhit ist aus der Gmppe, die 
Sacciiaromyces cerevisiae und C. etegans umfasst. 

in einer noch weiteren AusfOhrungsfonm der erfindungsgemS&en Zelle ist vorgesehen, dass das 
S3ugetier ausgewSiilt ist aus der Gruppe, die MSuse, Ratten, Kaninciien, Hunde, Schweine, Men und 
Menschen umfasst. 

In einem fQnften Aspekt betrifft die Erfindung ein Tier, bevorzugterweise ein transgenes Tier, das 
mindestens eine erTtndungsgemd&e Zelle umfasst 

In einer AusfQIirungsform ist vorgesehen, dass das Tier ausgewdhit ist aus der Gruppe. die Nematoden, 
Fische, MSuse. Ratten, Kaninchen, Hunde, Schweine und Affen umfasst. 

in einem sechsten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer erTindungsgemdHen Nulcleinsdure 
zur Herstellung eines i\^edlkamentes. 

In einer Ausfuhmngsfomn ist. dass das Medikament fGr die Behandlung von Erkrankungen ist, die 
ausgewahll slnd aus der Gnjppe, die Metastasierung von Lymphomen oder Melanomen, 
Autoimmunerkrankungen, Abstoliungsreaktionen, akute und chronische EntzQndungen, 
Reperfusionssch3den, Transplantationserkrankungen, insbesondere Absto&ungsreaktionen bei 
Organtransplantationen und graft-vs-host-Erkrankungen umfasst. 

In einer AusfOhrungsfonm der erfindungsgemSKen NukleinsSuren ist vorgesehen, dass das Medikament 
die durch &-2 - Integrine vermlttelte Adhdsion von Immunzelien beeinflu&t. 

In einem siebten Aspekt betrifft die Erfindung die VenArendung einer erfindungsgemdKen Nukleinsdure 
und/oder eines erfindungsgemdfien Vektore in der Gentherapie. 

In einem achten Aspekt betrifft die Erfindung die Ven^endung einer erfindungsgemS&en Nukleinsaure 
zum Nachweis eines Guaninnukleotidaustauschfaktors 

In einem neunten Aspekt betrifft die Erfindung die VenA^endung einer erfindungsgem3&en Nukleinsiure 
zur Komplexbildung mit einem Guaninnukleotldaustausch^ktor. 

In einem zehnten Aspekt betrifft die Erfindung eine Zusammensetzung, insbesondere phamiazeutische 
Zusammensetzung, umfassend eine erfindungsgemdBe Nukleinsdure, einen erfindungsgemS&en Vektor 
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und/oder eine erfindungsgemfide Zelle zusammen mit einem geelgneten Tragermaterial, insbesondere 
einem pharmazeutlsch akzeptablen Trdger. 

In einem elften Aspekt betriffl die Erfindung einen Inhibitor fQr einen Guanlnnukleotldaustausdifaktor, 
wobei der Guaninnukleotldaustauschfaktor zur Gruppe der kleinen Guanlnnukleotfdaustauschfaktoren fpr 
ARF-Proteine gehOrt, Insbesondere zur Gruppe der Guaninnukleotldaustauschfaktoren, deren 
Molekulargewlcht etwa 50 kDa oder wenlger betrSgt. 

In einer AusfQhrungsform ist vorgesehen. dass der Guaninnukleotldaustauschfaktor nicht durch Brefeldin 
A Inhlblert wird. 

In einer welteren AusfQhrungsfomn ist vorgesehen, dass der Inhibitor eine erfindungsgemSlJe 
NukleinsSure und/oder einen erfindungsgemaUen Vektor umfaat. 

In einem zw6lften Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zum Screenen von Verbindungen. die die 
Wechselwirkung zwischen einem Guaninnukieotid-Austauschfaktor und einer erfindungsgemSSen 
Nuklelnsflure Inhibleren, insbesondere durch ein Verfahren. das mit Hochdurchsatzverfahren kompatibel 
ist und durch fotgende Schritte gekennzeichnet Ist: 

a) Bereltstellen des Guaninnukleotld-Austauschfaktors und der Nuklelnsgure 

b) optional Bestimmen, ob eine Wechselwirkung zwischen dem Guaninnukleotid-Austauschfaktor und 
dem (i-2-lntegrin erfolgt, 

c) Hinzufugen einer Kandidaten-Verblndung , und 

d) Bestimmen, ob eine Wechselwirkung zwischen dem Guaninnukleotid-Austauschfaktor und der 
NukleinsSure, bevorzugtenveise durch die Kandidaten-Verbindung, inhibiert wird. 

In einer AusfCihrungsfomri ist vorgesehen, dass als weiterer Schritt vorgesehen ist Bestimmen, ob die 
Identiflzlerte Verbindung die Guaninnukleotid-Austauschfunktion des Guaninnukleottd-Austauschfiaktors 
fDr ein monomeres G-Protein inhibiert. 

In einer welteren AusfQhmngsfonD ist vorgesehen, dass als weiterer Schritt vorgesehen 1st Bestimmen, 
ob die Interaktion eines Guaninnukleotid-Austauschfektors mit einem Integrin, bevorzugterweise die 
Wechselwirkung zwischen der Sec-7-Domfine von Cylohesln-1 und der R-2-lntegrlnunterelnheit Inhibiert 
wird. 

In einer altemativen AusfQhmngsfomi 1st vorgesehen, dass als weiterer Schritt vorgesehen ist 
Bestimmen, ob die InterakUon der PH-DomSne mit ihren natOrlichen Ugandan inhibiert wird, 
bevofzugtenveise die Interaktion der PH-Domine von Cytohesin-1 mit Phosphatidylinostol-3,4,5- 
trisphosphat Inhibiert wird. 
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Inelnerweiteren AusfahmngsformdeserfindungsgemaSen Verfahrensistv dassdie 
Kandidaten-Substanz zur Herstellung eines Medikamentes verwendet wird. 

In einer bevorzugten AusfQhrungsform ist. dass das Medikament ftlr die Behandlung von Erkrankungen 
1st, die ausgewShlt sind aus der Gruppe. die Metastasierung von Lymphomen .oder Melanomen, 
Auloimmunerkrankungen. AbstoRungsreaktionen, akute und chronische EntzGndungen, 
Reperfusionsschaden, Transplantationserkrankungen, insbesondere AbstoBungsreaktionen bei 
Organtransplantationen und graft-vs-host-Erkrankungen umfasst 

In einer weiteren Ausfuhrungsfomn ist vorgesehen, dass die erfindungsgemaiie NukleinsSure, der 
GuaninnukleotldTAustauschfaktor oder beide mit Fluoreszenzfarbstbffen marklert sind und die Inhibition 
der Wechselwirkung zwischen der NukleinsSure und dem Guaninnukleotid-Austauschfaktor zu einer 
mefibaren Verdndeaing des Fluoreszenzsignals fOhrt 

In einer noch weiteren AusfUhningsfonn ist vorgesehen, dass die Nukleinsdure oder der Guaninnukleotid- 
Austauschfaktor ais Wechselwirkungspartner mit einer fiuoreszenzlOschenden Gruppe (Quencher), der 
jeweils andere Wechselwirkungspartner mit einer fluorophoren Gruppe (Donor) markiert ist. wobei die 
Wechselwirkung zwischen beiden Wechselwirkungspartnem zur Ldschung der Fiuoreszenzemission des 
Donors fQhrt, und die Inhibition der Wechselwirkung zur Freisetzung der Fluoreszenz des Donors fDhrt. 

In einer AusfQhrungsform ist vorgesehen, dass die NukleinsSure ein Aptazym ist und die Inhibition der 
Bindung des Guaninnukleotid-Austauschfaktors an das Aptazym durch eine Verdnderung der 
katalytischen Aktlvitat des Aptazyms gemessen werden kann. 

In einer noch weiteren AusfQhrungsform ist, dass die Wechselwirkung zwischen den 
Wechselwirkungspartner erfindungsgemaSe Nukleinsaure und Guaninnukleotid-Austauschfaktor mittels 
Detektionsverfahren wie enzymbaslerenden Assays surface plasmon resonance (SRP), fluorescence 
activated cell sortting FACS, fiberoptische IVIicroanray Sensoren. Kapillarelektrophorese, quartz crystal 
microbalance (QCM) oder radioaktiven Messverfahren erfolgt. 

In einem dreizehnten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung eines Guaninnukleotid- 
Austauschfaktors als ZielmolekQI Im Rahman eines in vitro Selektions-Verfahrens. 

in einem vierzehnten Aspekt betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Identifizierung und Isollerung von 
Nukleinsduren. die in der Lage sind, an ein ZielmolekQI zu binden, das durch die fblgenden Schritte 
gekennzeichnet Ist 
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- Inkubieren des Zielmolekais Oder eines Teils davon mit einer VielzaM 
bevorzugterweise einer NukleinsSurebibliothek, wobei die NukleinsSuren verschiedene Sequenzen 
aufweisen, 

- Selektieren und isolieren jener NukleinsSuren. die in der Lage sind, an das ZielmolekQI Oder 
einen Teil davon zu binden, 

-optional Ampliftzleren der IsolieKen'Nukleinsauren and Wiedknofen ddr ersleti beiden Sdirihe; 

und 

- optional Bestimmen der Sequenz und/oder Bindungsspezifitdt der isoilerten Nukleinsduren, 

wobei, dass das ZielmolekOI ein Guaninnukleotid-Austauschfaktor, bevorzugterweise ein solcher fQr ARF 
ist. 

In einem fQnibehnten Aspekt betrifft die Erfindung die Verwendung einer erfindungsgemd&en 
Nukleinsdure, wobei die Nukleinsdure bevorzugterweise in einem Kompiex mit einem Guaninnukleotid- 
Austauschfaktor vorliegt. zum rationalen Design von Verbindungen. Bel den Verbindungen handeit es 
sidi bevorzugterweise um Inhtbitoren und bevorzugtererwetsen urn niedermolekularen Inhibltoren. Im 
Zusammenhang damit dient die Struktur der erfindungsgemSRen NukieinsSuren a!s Leitstruktur fQr 
niedemiolekulare oder kleine Verbindungen. die wie der erfindungsgemallen Nukleinsduren inhibierend . 
wirken (kOnnen). • 

Bei dem erfindungsgemdflen Verfahren zum Screenen von Verbindungen, die die Wechselwirlcung 
zwischen einem Guaninnukleotidaustauschfaktor und einer erfindungsgemd&en Nukleins3ure inliibieren, 
kann vorgesehen sein, dass die Kandidaten-Verbindung eine belieblge Verblndung sein. die 
beispielsweise aus einer Verbindungsbtbliothek stammt, deren FShlgkeit getestet werden soil, ob sie die 
besagte Wechselwirkung zu beeinflussen. insbesondere zu inhibieren in der Lage ist 

Bei dem erfindungsgemSRen Verfahren zum Screenen von Verbindungen, die die Wecliselwirkung 
zwisclien einem Guaninnukleotidaustausclifaktor und einer erfindungsgemdHen Nukleinsdure inhibieren, 
kann das Detektionsverfahren auf enzymbasierenden Assays analog zu auf Antikdrper baslerenden 
ELISAs beruhen. 

Bei der erfindungsgem3&en Verwendung eines Guaninnukleotid-Austauschfaktors ais Zieimolekul im 
Rahmen eines in vitro Selektions-Verfahrens ist vorgesehen, dass der ARF-GEF ein jeder ARF-Gef ist. 
an den auch die erfindungsgemSilen Nukleinsduren binden. 

Der Erfindung liegt die Qbenraschende Erkenntnis zu Grunde, dass Nukleinsduren Oder 
Nukleinsdureliganden gegen die kleinen ARF-GEF-Proteine erzeugt werden kdnnen, die, im Kompiex mit 



